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Introduction

des outils enzymatiques pour étudier | ’ADN
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Couper

Enzymes de restriction

- séquences specifiques de reconnaissance (= 4 a 8 bases, palindromes)

- origine bactérienne : Eco Rl = Escherichia coli type R souche |

- coupures franches
5 ’---GTTAAC--- Hpa | 5'---GTT 1 AAC---

—-CAATTG---5" — —-CAA ¥ TTG---5"

- coupures cohésives

Eco RI 5° ---G1 AATTC---

5’---GAATTC---
—-CTTAA 1G---5 !

--CTTAAG---5’

Endonucléases

- DNAse | : - ADN double ou simple brin
- nucléase S1: - ADN simple brin
- RNAse A (ARN), H (hybrides ARN/ADN)



Synthétiser

Synthese et copie
@ activité des polymeérases: 5’ >3’

@ ADN polymérases :
- produit : ADN
- matrice : ADN simple brin + amorce ARN ou ADN
- activités exonucléases 3°’- 5’ et/ou 5°- 3’ exonucléases : + / -
- polymérases modifiées, thermostables (PCR)

@ ARN polymérases :
- produit : ARN
- matrice : ADN simple brin

@ ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase réverse, inverse) :
- produit : ADN
- matrice : ARN + amorce



Synthétiser

Création des molécules d’ADN complémentaire (ADNc):

Les molécules d’ARN sont fragiles
Comment récupérer la séquence d’'un ARN produit ?

exon intron

{ A : ) \ région flanquante 3’

¥ A o N s I —

!

md I AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

ARNM mature

l Reverse transcriptase

ADNCc



Syntheétiser

Création des molécules d’ADN complémentaire (ADNc)

RMA Poly(A} tail
L L . YE,_ ! .
LYY YYY.Y.Y.
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B DA polymarase |
Oligafd T prirmer
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transcriptase réverse iy
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RNAse H ou traitement NaOH
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Coller

@ Les ligases catalysent la formation d’'une liaison phosphodiester entre un
5’ phosphate et un 3’-OH de 2 brins adjacents

5’ ---AGGTCG-OH Pi- CGTCCA--
---TCCAGC-Pi OH-GCAGGT--5"
l ligase + ATP

5’ ---AGGTCGCGTCCA--
---TCCAGCGCAGGT--5



Marquer

@ groupes marqueurs : isotopes (3?P, 3P, 3°S), fluorophores...

@ marquage aux extrémités
- extrémité 3 '-OH : terminal transférase
- extrémité 5 ’- Pi : ATP-y 32P & T4-kinase

5 J
Adénosine-Pi-Pi-Pi* Pi-GATC---------------—--- CAGTCA
(ATP) U CTAG------------------- GTCAGT-Pi
kinase

@ marquage interne par amorcage aléatoire (random priming)

+ amorces

Pi*-Pi-Pi-Adénosine

5 J
U kinase

5’ + ADN pol —
+dNTP

QOISO —> —




Séparer des fragments d'ADN

Electrophorése sur gel (agarose, acrylamide...)

taille en pb (échelle logarithmique)
Fragments d’ADN A

— e e e e e

Electrophorése en gel 400 — (400 pb)

300 — (300 pb)

) 200 —
taille <€— |sessesecananannnnnnnnananananannn >

cathode (-) anode (+) Générateur d’énergie

(100 pb)
> (mm)

distance de migration



Séparer des fragments d'ADN

Electrophorése sur gel (agarose, acrylamide...)

@ Visualisation de | 'ADN

- utilisation de molécules fluorescentes

uv
7o }
o VR — @5&/’& —

bromure d ’éthidium
(molécule intercalante fluorescente)

oW




Séparer des fragments d'ADN

Electrophorése sur gel (agarose, acrylamide...)

XXXPD |

yypb — —




Utilisation du principe d'Hybridation

Sondes moléculaires et hybridation

- hybridation : association de 2 séquences d 'acides nucléiques sous
forme simple brin sur la base de leur complémentarité

5’ caggtagtcatctgattactgacatgg

5’ caggtagtcatctgattactgacatgg
gtccatcagtagaccaatgactgtacc 57

; ) gtccatcagtagaccaatgactgtacc 5’
Denaturation

5’ caggtagggatactgaactgacatgg

gtccatccctatgacttgactgtacc 57
5’ caggtagggatactgaactgacatgg

gtccatccctatgacttgactgtacc 57



Utilisation du principe d'Hybridation

Sondes moléculaires et hybridation

- hybridation : association de 2 séquences d 'acides nucléiques sous
forme simple brin sur la base de leur complémentarité

5’ caggtagtcatctgattactgacatgg

*

5’ tcatctgatt

sonde gtccatcagtagaccaatgactgtacc 57

5’ caggtagggatactgaactgacatgg

gtccatccctatgacttgactgtacc 57



Utilisation du principe d'Hybridation

Sondes moléculaires et hybridation

- hybridation : association de 2 séquences d 'acides nucléiques sous
forme simple brin sur la base de leur complémentarité

5’ caggtagtcatctgattactgacatgg

5’ tcatctgatt ‘

5’ tcatctgatt

sonde _ _ gtccatcagtagaccaatgactgtacc 57
Hybridation

(conditions appropriées)

5’ caggtagggatactgaactgacatgg

gtccatccctatgacttgactgtacc 57



Utilisation du principe d'Hybridation

Sondes moléculaires et hybridation

- sonde : sequence d '’ADN complémentaire de la séquence cible

- facteurs ayant une influence sur I'hybridation
- la température: la température optimale d’hybridation est en général inférieure
au Tm de la sonde
- la taille des fragments ou des sondes
- la force ionique: I'hybridation est accélérée en forte concentration saline
- la nature des hybrides : la stabilité des hybrides (des plus stables aux moins
stables est la suivante: ARN/ARN > ARN/ADN > ADN>ADN)

- types de sondes

- sonde génomique : fragment obtenu par coupure de 'ADN génomique
- sonde ADNc : sonde ADN obtenue par transcription réverse
d 'un ARNm messager (= séquence codante)
- sonde oligonucléotides : ADN (ou ARN) simple brin de 18 a 50 nucléotides

synthétisé chimiguement
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Amplification d’ADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

Objectif: amplifier une séquence donnée d’ADN

Objectif quantitatif :
pouvoir travailler sur suffisamment
de matériel

Objectif qualitatif :
pouvoir travailler sur une portion
de génome



Amplification dADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

S P P P S T e AR SEASSENNE,

ADN a amplifier, la matrice

ADN polymérase thermostable, Taq
dNTP

Amorces: oligonucléotides d’environ 20 pb — —

Thermocycleur



Amplification dADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

S P T T T T T T N T T

lere étape : dénaturation a 94° C \

2eme étape : hybridation a 55° C (+/-)

3ere étape : polymérisation a 72° C

> cycle 1




Amplification dADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

Les amorces définissent la zone a amplifier

5" --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagetgcet--
--tcaatgaattacgactagcatgcagctagc----- ctagctagcagctagctagecatcgacga-- 5°

5' --agttacttaatgctgatcgtacgtcgatcg----- gatcgatcgtcgatcgatcgtagetgcet-
€= ctagctagcatcgacga-5'

5" agttacttaatgctga=»
--tcaatgaattacgactagcatgcagctagc----- ctagctagcagctagctageatcgacga-- 5



Amplification dADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

lere étape : dénaturation a 94° C \

3ere étape : polymérisation a 72° C



Amplification dADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymérase thermostable)

RS NAOEANNARERND LSRN SCAKSEANNE,

lere étape : dénaturation a 94° C \

2eme étape : hybridation a 55° C

3ere étape : polymérisation a 72° C

ROV X2

> N cycles




Amplification d’ADN

Amplification PCR : polymerase chain reaction
(amplification enzymatique en chaine par ADN polymeérase thermostable)

® Quantification : determination du nombre de copies cibles initiales
X ncycles —> A=Agx(1+E)"avecO0<E<1
détermination de E (efficacité) <

- par PCR « temps réel » ou I'amplification est mesurée a chaque
cycle grace a un marqueur fluorescent qui s ’incorpore dans le
double brin forme

- par utilisation d’'un standard interne

@ amplification a partir ’ARN : RT-PCR
PCR

RT
ARNM ey ADNC ey



Séquencage d’ADN
Methode enzymatique (aux di-deoxynucléotides) de Sanger

- matrice ADN

- amorce de séquencage

- ADN polymérase

- dNTP & ddNTP (didéoxy-NTP)

dATP ddATP



Séquencage d’ADN

5" aa’rgc’rga’rcga‘rgc‘ra‘rggc‘ragc‘ragc‘ra’rcgaTcg‘ra’rcg’ra‘rcg‘ragca‘rga‘rgc’ra

séparation des 2 brins agcatcgtactacgat 5
+ amorce
+ ADN polymérase tagcatcgtactacgat 5°

atagcatcgtactacgat 5°
catagcatcgtactacgat 5°
catagcatcgtactacgat 5

l

dATP + 1% ddATP
dCTP + 1% ddCTP
dGTP + 1% ddGTP
dTTP + 1% ddTTP

K

séparation par électrophorese
capillaire des fragments
générés lors de

1 BTOTOCACCTAAATAGCTTRGLG TAATCATGGTCATAGCTGTT la réaction de séquencage
| 120 130 140 C
; y I
II a
visualisation des fragments
+ isualisation des f
| | — a portant un ddNTP fluorescent
||I|| ||| | i r C NAAMAA - lumiére
\ (e n .
i | |II“| I'I Il'l |II|I |||”I1| 1'
e _ IrI I'P.! L-\.hl .i . i Il. f 3 l - I

détecteur de

Electrophérogramme de séquence 5 fluorescence
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